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1 Zusammenfassung
Die antimikrobielle photodynamische Therapie (aPDT) stellt eine innovative Behand-
lungsmethode zur Suppression von Mikroorganismen dar. Dabei beruht die antiseptische
Wirkung dieser Therapieform auf dem zellschädigenden Potential von Singulett Sauer-
stoff bzw. verschiedener reaktiver Sauerstoffspezies, die durch Bestrahlung eines Photo-
sensitizers (PS) mit Licht einer geeigneten Wellenlänge gebildet werden.
Endodontische Infektionen mit der grampositiven Bakterienspezies Enterococcus faeca-
lis führen häufig zu einem therapeutischen Problem. Diese Spezies, die oft bei thera-
pierefraktären Wurzelkanalinfektionen nachgewiesen wird, verfügt über eine hohe Wi-
derstandsfähigkeit gegenüber zahlreichen intrakanalären Desinfektionsmitteln und Anti-
biotika. Verschiedene Arbeitsgruppen haben bisher versucht, diese Spezies in infizierten
Wurzelkanälen photodynamisch zu hemmen, allerdings nur mit eingeschränktem Erfolg.
Neuartige Konzepte, die die Kopplung des Photosensitizers an eine geeignete Trägersub-
stanz beinhalten, sollen dazu beitragen, die Effizienz der aPDT nachhaltig zu steigern.
In der vorliegenden Studie wurde die photodynamische Wirkung des hydrophoben PS
5,10,15,20-Tetra(m-hydroxyphenyl)chlorin (mTHPC), angereichert in Liposomen, auf E.
faecalis untersucht. Bei mTHPC handelt es sich um einen sehr potenten Photosensitizer,
der bisher ausschließlich für die Photodynamische Therapie von nicht-melanomatösen
Hauttumoren im Kopf- und Halsbereich zugelassen ist.
Nach der Herstellung einer eukaryotischen Suspension wurde E. faecalis mit liposomalem
mTHPC in verschiedenen Konzentrationen (10, 30 und 50 µM) vermischt und für 15 min
in völliger Dunkelheit inkubiert. Anschließend erfolgte die Bestrahlung der Ansätze mit
rotem Laserlicht (652 nm, 100 J/cm2). Um zusätzlich den Einfluss der Lichtenergie auf
die antibakterielle Wirkung der Methode zu untersuchen, wurde die bakterielle Suspen-
sion mit 50 µM mTHPC inkubiert und anschließend mit 25, 50 und 75 J/cm2 bestrahlt.
In den Kontrollgruppen wurde zudem die Auswirkung des Laserlichts (100 J/cm2) auf die
bakterielle Wachstumsrate sowie die Dunkeltoxizität der einzelnen PS-Konzentrationen
ermittelt. Nach der Behandlung erfolgte aus allen Ansätzen die Herstellung von Ver-
dünnungsreihen und nach anaerober Kultivierung auf sterilem Schaedler-Agar (4 d) die
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Ermittlung der koloniebildenden Einheiten (KBE/ml). Des Weiteren wurde die Tempe-
ratur während der Bestrahlung der Suspension aufgezeichnet und der Einfluss der aPDT
auf die bakterielle Zellwand fluoreszenzmikroskopisch untersucht.
Wie die Ergebnisse zeigen, konnte E. faecalis mit einer mTHPC-Konzentration von 50
µM und einer Lichtenergiedichte von 100 J/cm2 vollständig supprimiert werden. Die
Applikation einer geringeren PS-Konzentration bzw. Lichtenergiedichte resultierte in ei-
ner signifikanten Abnahme der antibakteriellen Wirkung. Eine Behandlung mit 10 und
30 µM mTHPC führte dennoch zu einer bakteriellen Reduktion um 5,8 bzw. 6,7 log-
Schritte. Bei konstanter PS-Konzentration (50 µM) resultierte die Laserbestrahlung mit
25, 50 und 75 J/cm2 in einer Reduktion der bakteriellen Wachstumsrate um 6,0; 6,3 bzw.
7,0 log-Schritte. Die Bestrahlung der bakteriellen Suspension ohne Photosensitizerzusatz
hatte keinen Einfluss auf das Wachstum von E. faecalis. Nach der Dunkelinkubation der
bakteriellen Suspension für 15 min mit 50 µM mTHPC konnte in den Ansätzen eine Re-
duktion der KBE/ml um 1,5 log-Schritte nachgewiesen werden. Die Dunkelinkubation
mit geringeren PS-Konzentrationen hatte keine signifikante bakterielle Suppression zur
Folge. Während der Bestrahlung mit 100 J/cm2 stieg die Temperatur in der Suspension
um ca. 6 ◦C an. Des Weiteren konnte im Rahmen der fluoreszenzmikroskopischen Unter-
suchung nach der photodynamischen Behandlung ein vollständiger Integritätsverlust der
bakteriellen Zellwand festgestellt werden.
Wie die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen, ist E. faecalis mit der liposomalen
mTHPC-Formulierung in Verbindung mit rotem Laserlicht vollständig supprimierbar.
Die antibakterielle Wirkung der Behandlung war hierbei von der PS-Konzentration und
der eingestrahlten Lichtenergie abhängig. Die antiseptische Wirkung kann möglicherwei-
se auf eine irreversible Schädigung der Zellwand zurückgeführt werden. Eine thermische
Beeinträchtigung der Zellen ist auszuschließen, da durch die Bestrahlung der Suspen-
sion mit Laserlicht kein übermäßiger Temperaturanstieg nachgewiesen werden konnte.
Schlussfolgernd lässt sich feststellen, dass mit der untersuchten liposomalen mTHPC-
Formulierung (Foslipos) eine effiziente photodynamische Suppression von E. faecalis
möglich ist.
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2 Einleitung
In den letzten 20 Jahren hat die Zahl der endodontischen Behandlungen stetig zugenom-
men. Als Grund dafür werden die verbesserten technischen Voraussetzungen sowie die
allgemein gestiegene Behandlungsqualität und das wachsende Bewusstsein der Bevölke-
rung für den Zahnerhalt angesehen. Die zahnmedizinische Behandlung von Verletzungen
und Erkrankungen des Pulpa-Dentin-Systems ist dabei ein wesentlicher Bestandteil der
Endodontologie. Die endodontische Behandlung umfasst alle Maßnahmen, die den Erhalt
der erkrankten Pulpa gewährleisten und der Gesunderhaltung des periapikalen Gewe-
bes dienen. Bei einer irreversiblen Schädigung des Pulpa-Dentin-Systems sollte durch
eine adäquate Wurzelkanalbehandlung der funktionsfähige Zustand des Zahns wieder
hergestellt werden.
2.1 Die mikrobielle Infektion des Pulpa-Dentin-
Systems
Bei einer irreversiblen Schädigung des Pulpa-Dentin-Systems besteht die Notwendigkeit
einer Wurzelkanalbehandlung. Als Auslöser für eine Pulpitis sind vor allem mikrobiologi-
sche, physikalische und chemische Noxen zu nennen. In der Literatur wird die Zahnkaries
mit einer Prävalenz von über 90 % als häufigste Ursache der endodontischen Erkrankung
angegeben (Schäfer 2001).
Nimmt die mikrobiologische Belastung der Pulpa übermäßig zu, kann das immunolo-
gische Abwehrsystem des Gewebes zum Erliegen kommen und sich in der Folge eine
Pulpanekrose bzw. Gangrän entwickeln (Klimm 2011).
Mit dem fortschreitenden Gewebsuntergang wird das endodontische System dann meist
vollständig durch die Mikroorganismen der Mundhöhle besiedelt. Dabei kommt es zum
Aufbau einer Mischflora, bestehend aus grampositiven Bakterienspezies der Gattungen
Propionibacterium, Peptostreptococcus, Enterococcus, Streptococcus, Lactobacillus, Bi-
fidobacterium sowie gramnegativen Bakterien der Genera Porphyromonas, Prevotella,
Treponema, Tannerella, Fusobacterium, Campylobacter, Dialister, Veillonella und Cap-
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nocytophaga. Außerdem werden Hefen, insbesondere die Gattung Candida häufig nach-
gewiesen. Allerdings sind primäre Infektionen überwiegend von gramnegativen anaero-
ben schwarz pigmentierten Bakterienspezies dominiert (Haapasalo 1993, Gomes et al.
2004, Ruviére et al. 2007, Miranda et al. 2009, Siqueira und Rôças 2009, Ledezma-Rasillo
et al. 2010, Ito et al. 2011).
Die endodontopathogene Spezies Enterococcus faecalis kommt bei solchen Läsionen le-
diglich in geringer Anzahl vor. Allerdings wird sie häufiger bei sekundären und persistie-
renden Infektionen nachgewiesen (Zehnder und Guggenheim 2009, Gomes et al. 2008).
In Folge der mikrobiellen Kolonisation des endodontischen Systems wird ein bakterieller
Biofilm aufgebaut, der die Dentininnenflächen einschließlich der Dentintubuli überzieht.
Aufgrund der mikrobiellen Noxen reagiert auch das umliegende periapikale Gewebe mit
einer Entzündungsreaktion. Durch mögliche akzessorische Seitenkanäle sowie über das
Foramen apicale gelangen Mikroorganismen und deren Stoffwechselprodukte sowie Zell-
bestandteile in die periapikale Region und lösen dort eine Immunreaktion aus (Siqueira
und Rôças 2007).
Die akute Phase der apikalen Parodontitis wird klinisch von Schmerzen, erhöhter Berüh-
rungsempfindlichkeit und einer ödematös bedingten Zahnverlängerung begleitet. Röntge-
nologisch sind meist kaum Veränderungen oder nur ein unwesentlich verbreiterter Paro-
dontalspalt zu erkennen.
Durch eine schlagartige Infiltration einer großen Anzahl Bakterien bzw. einer gleichzei-
tigen Reduktion der immunologischen Abwehr kann es im apikalen Gewebe zur Überlas-
tung der Wirtsabwehr und zum Entstehen eines akuten periapikalen Abszesses kommen.
Befinden sich die Wirtsabwehr und die einwirkende mikrobielle Noxe dagegen im Gleich-
gewicht, kommt es zur Ausbildung einer chronischen Entzündung. In der Regel besteht
in diesen Fällen klinisch zunächst überwiegend eine Symptomlosigkeit. Im röntgenologi-
schen Zufallsbefund kann sich allerdings bereits eine periapikale Aufhellung darstellen.
2.2 Mikrobiologische Aspekte der persistierenden
endodontischen Infektion
Das Ziel der chemomechanischen Aufbereitung des infizierten Wurzelkanalsystems be-
steht in einer vollständigen Entfernung von Mikroorganismen, entzündungsauslösen-
den Substanzen und nekrotischen Geweberesten. Wesentlicher Bestandteil des Aufbe-
reitungsverfahrens ist dabei die mechanische Instrumentation des Kanalsystems, die von
alternierenden Spülungen mit gewebsauflösenden und antiseptischen Substanzen beglei-
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tet wird (Stewart 1955, Martin 1991, Siqueira et al. 2002, Basrani 2011). Durch die
mechanische Behandlung wird dem Kanallumen eine Form verliehen, die eine bakterien-
dichte Obturation mit einem biologisch inerten Material ermöglicht. Bis zum Zeitpunkt
der Wurzlkanalfüllung kann durch antiinfektiöse Zwischeneinlagen eine zusätzliche des-
infizierende Wirkung erzielt werden (Athanassiadis et al. 2007, Kawashima et al. 2009).
Trotz der durchgeführten Maßnahmen ist es aber möglich, dass Mikroorganismen in
Isthmen, akzessorischen Seitenkanälen sowie in nicht aufbereiteten Kanälen oder ande-
ren anatomischen Irregularitäten verbleiben und eine sekundäre Infektion des Wurzelka-
nalsystems hervorrufen (Lin et al. 1991, Siqueira et al. 1996, Siqueira 2001, Nair et al.
2005).
Wie bereits Sjögren et al. in einer Studie mit 55 infizierten Wurzelkanälen nachweisen
konnte, führte das Verbleiben von Bakterien zum Zeitpunkt der Kanalobturation in 33 %
der Fälle zu einer Persistenz der apikalen Parodontitis. Ein zuvor negativ ausgefallener
Kulturnachweis resultierte in einem Misserfolg von lediglich 3 % (Sjögren et al. 1997).
Eine persistierende endodontische Infektion wird von residualen Mikroorganismen her-
vorgerufen und zeigt sich letztlich in der Refraktärität der Therapie. Als klinische Merk-
male werden in solchen Fällen Exudationen im Bereich von Fistelgängen sowie die Ex-
azerbation chronischer apikaler Parodontitiden mit der entsprechenden Symptomatik
diagnostiziert. Als Ursache wird inzwischen die Bildung von intrakanalären Biofilmen
diskutiert, die eine höhere Resistenz gegenüber den antimikrobiellen Maßnahmen auf-
weisen (Nair et al. 2005).
Einige Spezies besitzen die Fähigkeit, weit in die Dentintubuli zu penetrieren und sind
daher für desinfizierende Maßnahmen wenig zugänglich (Love et al. 1997, Parmar et al.
2011).
Außerdem ist bekannt, dass die antiseptischen Spüllösungen und Zwischeneinlagen durch
Kontakt mit dem Dentin oder Serumbestandteilen neutralisiert werden können. Dies
kann einen Verlust der antimikrobiellen Wirkung nach sich ziehen (Portenier et al. 2001).
Verbliebene Gewebereste oder das Eindringen von Serumexudat und Speichelbestandtei-
len (Mikroleakage) aufgrund insuffizienter Füllungen können die mikrobiologische Pro-
liferation zusätzlich begünstigen. Die wenigen im obturierten Kanal noch vorhandenen
Nährstoffe befähigen die Mikroorganismen zudem, über spezielle molekulargenetische
Regelmechanismen Stickstoff, Phosphat und Kohlenstoff aus anderen Nährstoffquellen
zu beziehen (Siqueira und Rôças 2008).
Im Gegensatz zu primären Infektionen werden persistierende endodontische Infektionen
überwiegend durch grampostive Bakterienspezies hervorgerufen. Häufig können dabei
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Enterokokken, Streptokokken, Laktobazillen, Aktinomyceten, Peptostreptokokken, Pro-
pionibakterien sowie Sprosspilze der Spezies Candida nachgewiesen werden (Siqueira
und Rôças 2004, Peciuliene et al. 2008). In den meisten, speziell auch therapierefrak-
tären Fällen, dominiert jedoch die grampositive Bakterienspezies Enterococcus faecalis
(Peciuliene et al. 2000, Gomes et al. 2008, Schirrmeister et al. 2009, Rôças und Siqueira
2012).
2.2.1 Enterococcus faecalis
Enterococcus faecalis ist eine grampositive, nicht sporenbildende, fakultativ anaerobe
Bakterienspezies, die den Gastrointestinaltrakt des Menschen und verschiedener höhe-
rer Wirbeltiere besiedelt. Aktuell wird die Gattung in die Familie der Enterococcaceae
und in die Ordnung der Lactobacillales eingeordnet. Enterokokken weisen eine ovoide
Form auf und können als einzelne Zellen, gepaart oder in kurzen Ketten vorkommen.
Als allgemeine Charakterisierungsmerkmale dieser Gattung gilt ein Wachstum bei Tem-
peraturen zwischen 5 und 50 ◦C sowie bei ph-Werten bis zu 9,9.
E. faecalis kann außerdem Temperaturbehandlungen von 60 ◦C für 30 min und die An-
wesenheit von 40 % Galle und 6,5 % NaCl überleben (Moreno et al. 2006, Fisher und
Phillips 2009).
Alle Spezies der Gattung weisen aufgrund fehlender Cytochrome keine Oxidase- und
Katalaseaktivitäten auf und tragen das spezifische Antigen der Lancefield-Gruppe D
(Facklam et al. 2002, Kayser et al. 2010).
Enterokokken wurden lange Zeit als nur gering pathogen eingestuft und sind mittler-
weile aber mit einer Häufigkeit von ca. 12 % die zweit- bis drittwichtigste Erregerart
nosokominaler Infektionen (Klare et al. 2010).
E. faecalis ist hierbei für 70-95 % aller von Enterokokken verursachten Erkrankungen
beim Menschen verantwortlich und löst bei hospitalisierten Patienten Harnwegsinfek-
tionen, Endokarditiden, Bakteriämien, Wundinfektionen, Peritonitiden und Infektionen
der oberen Atemwege aus (Klare et al. 2003, Jones et al. 2004, Klare et al. 2010). Zudem
besteht eine Resistenz gegenüber einer Vielzahl von Antibiotika wie Penicilline, Ce-
phalosporine, Aminoglycoside, Glycopeptide und diverse andere β-Lactam-Antibiotika
(Marothi et al. 2005).
E. faecalis gehört nicht zur kommensalen mikrobiologischen Gemeinschaft der Mund-
höhle und wird beim oral Gesunden nur selten nachgewiesen (Aas et al. 2005, Zehnder
und Guggenheim 2009).
Wie eine Studie von Sedgley et al. zeigt, konnte diese Spezies bei 100 oral gesunden
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Probanden lediglich nur zu einem Prozent nachgewiesen werden, wobei die gleiche An-
zahl von Patienten mit Wurzelkanalbehandlungen zu 11 % infiziert waren (Sedgley et al.
2004).
E. faecalis ist ein opportunistischer Erreger und wird im oralen Milieu bei persistieren-
den Wurzelkanalinfektionen nachgewiesen. Je nach angewandter Nachweismethode liegt
die Prävalenz dabei zwischen 22 % und 70 % (Siqueira und Rôças 2004, Fouad et al.
2005, Nair 2006).
Im Vergleich zu anderen Spezies ist E. faecalis an eine Kolonisation des obturierten Wur-
zelkanals besonders gut angepasst. Eine Reihe verschiedener Virulenzfaktoren, wie die
Fähigkeit zur Produktion von spezifischen Proteasen und die Expression von oberfläch-
lichen Adhäsinen, ermöglichen es der Spezies sich an das Dentin zu binden und auch in
die Dentintubuli zu penetrieren (Love 2001, Fisher und Phillips 2009).
Zudem ist E. faecalis relativ unempfindlich gegenüber herkömmlichen intrakanalären
Desinfektionsmitteln und kann daher im Rahmen der Kanaldesinfektion häufig nicht
ausreichend supprimiert werden.
Nachweislich überlebt E. faecalis auch medikamentöse Zwischeneinlagen mit Kalzium-
hydroxid sowie die Applikation von Clindamycin, Tetracyclin, Erythromycin und Iod-
Kaliumiodid (Portenier et al. 2004, George und Ivancaková 2007).
Wie eine Studie von Estrela et al. zeigte, konnte E. faecalis auch durch die Spülung
des Wurzelkanals mit 2,5 % Natriumhypochlorit für 20 min, 2 % Chlorhexidin und
ozonisiertem Wasser sowie durch Ozonbegasung nicht wirkungsvoll supprimiert werden
(Estrela et al. 2007). Neuartige antiseptische Behandlungsmethoden wie die antimikro-
bielle Photodynamische Therapie (aPDT) könnten dazu beitragen, die Desinfektion des
Wurzelkanalsystems und speziell die Suppressionsmöglichkeit von E. faecalis nachhaltig
zu verbessern.
2.3 Die antimikrobielle Photodynamische Therapie
(aPDT)
Die photodynamische Wirkung wurde erstmals vor mehr als 100 Jahren von Oskar Raab
und Hermann von Tappeiner beschrieben. Raab entdeckte damals zufällig, dass eine
wässrige Akridinlösung in Verbindung mit Licht einen toxischen Effekt auf Paramezi-
en aufweist. Kurze Zeit später wurde die neuartige Methode bereits zur Therapie von
verschiedenen Hauterkrankungen eingesetzt. Jedoch dauerte es noch bis 1978, bevor die
Studien von Dougherty et al. die Grundlagen für die moderne photodynamische Therapie
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onkologischer Erkrankungen legten (Dougherty et al. 1978, Dougherty et al. 1979, Kick
et al. 1996). Durch die rasante Zunahme multiresistenter Mikroorganismen gewann die
photodynamische Therapie auch zur Behandlung von Infektionserkrankungen schnell an
Bedeutung (Maisch 2009). Derzeit sind eine Vielzahl von photosensiblen Substanzen mit
antimikrobieller Wirkung bekannt. Zudem konnte bisher keine Resistenzentwicklung der
verschiedenen Mikroorganismen gegen den photodynamischen Wirkmechanismus nach-
gewiesen werden (Tavares et al. 2010, Costa et al. 2011, Sharma et al. 2011).
2.3.1 Wirkungsweise
Die antiinfektiöse Wirkung der antimikrobiellen Photodynamischen Therapie (aPDT)
beruht auf dem Zusammenspiel zwischen Photosensitizer (PS), sichtbarem Licht und
Sauerstoff (Luksiene 2003). Durch die Absorption eines Lichtquants mit entsprechen-
der Energie wird der PS von seinem Grundstadium in den energetisch höher liegen-
den Singulett-Zustand überführt und konvertiert von dort umgehend in den angeregten
Triplett-Zustand. Ausgehend von diesem Stadium kann es zwischen dem PS und umlie-
genden Makromolekülen zur Übertragung von Elektronen kommen, was die Entstehung
von anionischen und kationischen Radikalen zur Folge hat (Hamblin und Mroz 2008).
Diese reagieren dann direkt mit weiteren Zellbestandteilen oder bilden bei Anwesen-
heit von Sauerstoff reaktive Sauerstoffspezies (Typ-I-Reaktion). Wird die Energie von
dem angeregten PS jedoch direkt auf molekularen Sauerstoff übertragen, kommt es zur
Entstehung von hochreaktivem Singulett-Sauerstoff (Typ-II-Reaktion). Dabei handelt
es sich um ein besonders starkes Oxidationsmittel welches vorwiegend mit ungesättigten
Fettsäuren, Proteinen und den Nukleinbasen reagiert (Ochsner 1997, Calzavara-Pinton
et al. 2007, Hamblin und Mroz 2008, Plaetzer et al. 2009). Singulett-Sauerstoff und die
reaktiven Sauerstoffspezies können durch ihre oxidative Wirkung an der Zellwand und
den übrigen Zellbestandteilen irreversible Schäden verursachen, die anschließend zum
Absterben des Mikroorganismus führen (Soukos und Goodson 2011).
2.3.2 Orale Anwendung der aPDT
Wie verschiedene Untersuchungen bereits zeigen konnten, ist die aPDT alleine oder in
Kombination mit anderen Behandlungsstrategien gegen eine Vielzahl unterschiedlicher
Mikroorganismen effizient wirksam. In der zahnmedizinischen Praxis findet die aPDT
inzwischen vor allem zur Therapie der Parodontitis, Periimplantitis und zur Desinfektion
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von infizierten Wurzelkanälen ihre Anwendung (Konopka und Goslinski 2007, de Pau-
la Eduardo et al. 2010, Rajesh et al. 2011, Schär et al. 2012).
Die antiinfektiöse Wirkung auf verschiedene parodontalpathogene Bakterienspezies konn-
te von der Jenaer Arbeitsgruppe um Sigusch nachgewiesen werden (Pfitzner et al. 2004,
Sigusch et al. 2005, Sigusch et al. 2010). Wie die Ergebnisse einer In-vivo-Tierversuchsstudie
zeigen, führt die photodynamische Behandlung zu einer signifikanten Verbesserung der
klinischen Entzündungszeichen. Außerdem konnte auch eine effiziente bakterielle Sup-
pression von P. gingivals nachgewiesen werden (Sigusch et al. 2005).
Auch die Untersuchungen der Arbeitsgruppe mit verschiedenen Photosensibilisatoren
auf der Basis von Chlorin und Ruthenium erwiesen sich nach Lichtapplikation ebenfalls
als geeignete Farbstoffe für eine mögliche Anwendung im Rahmen der aPDT (Pfitzner
et al. 2004, Papastamou et al. 2011).
In einer aktuellen In-vivo-Studie konnte gezeigt werden, dass die Wirkung der aPDT bei
Patienten mit lokalisierter chronischer Parodontitis nachweisbar ist. Die Anwendung der
aPDT führte zu einer signifikanten Reduktion der klinischen Entzündungszeichen und
hatte eine effiziente Suppression von Fusobacterium nucleatum zur Folge (Sigusch et al.
2010).
Für die endodontische Anwendung wird das zur Anregung benötigte Licht über speziel-
le Applikatoren in das Kanalsystem geleitet. Wie verschiedene Untersuchungen gezeigt
haben, ist so eine effiziente intrakanaläre Desinfektion möglich (Fimple et al. 2008, Ng
et al. 2011).
Zudem wurde schon mehrfach versucht, auch die endodontopathogene Spezies E. faecalis
mittels aPDT zu supprimieren. Jedoch besteht hierbei noch deutlicher Optimierungsbe-
darf (Fonseca et al. 2008, Rios et al. 2011, Nunes et al. 2011). Durch die Anwendung des
Photosensibilisators Methylenblau konnten Foschi et al. nach Applikation von Laserlicht
der Wellenlänge 665 nm eine bakterielle Reduktion von 77,5 % erreichen (Foschi et al.
2007). Soukos et al. waren in der Lage, mit dem identischen PS ebenfalls eine signifikante
Suppression von E. faecalis zu erzielen (Soukos et al. 2006).
Durch die Verwendung von liposomalen Trägersystemen oder durch ein gezieltes Anbin-
den der PS an diverse Nanopartikel wird derzeit versucht, die Wirkung der aPDT weiter
zu steigern (Perni et al. 2011).
Wie Tsai et al. zeigten, konnte durch die Kopplung von Hematoporphyrin an Liposomen
und Mizellen eine Aggregation des PS in wässrigem Medium vermieden werden, wo-
durch die antibakterielle Wirkung signifikant zunahm (Tsai et al. 2009). Die kovalente
Bindung herkömmlicher PS an Silikate, Polystyrene sowie an Gold- und Karbonnanopar-
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tikel stellen weitere Ansätze dar, um die Eigenschaften der Photosensitizer nachhaltig zu
verbessern (Guo et al. 2010, Bezman et al. 1978, Gil-Tomas et al. 2007, Banerjee et al.
2010).
2.3.3 Der Photosensitizer mTHPC
Bei dem Farbstoff 5,10,15,20-Tetra(m-hydroxyphenyl)chlorin (mTHPC) handelt es sich
um einen potenten Photosensitizer der zweiten Generation. Dieser Photosensibilisator
weist ein Molekulargewicht von 680,76 Da auf und liegt als Feststoff in Form eines bräun-
lichen Pulvers vor. Aufgrund des hydrophoben Charakters löst sich mTHPC besonders
gut in polaren Lösungsmitteln wie Alkohol, Aceton und Ethylacetat.
Um mTHPC aktivieren zu können, muss dem Farbstoff Licht einer spezifischen Wellen-
länge zugeführt werden. Besonders hohe Absorptionsmaxima weist das Molekül bei 415
und 652 nm auf (Bonnett et al. 1989, Ma et al. 1994). Aufgrund der höheren Gewebe-
penetration kommt klinisch jedoch vorwiegend rotes Licht der Wellenlänge 652 nm zur
Anwendung.
Seit 2001 ist der PS unter dem Handelsnamen Foscan R© für die palliative photodynami-
sche Therapie nichtmelatomatöser Tumore im Kopf- und Halsbereich zugelassen. Weitere
Anwendungsgebiete in der onkologischen Therapie, die zur Zeit noch intensiv untersucht
werden, könnten zukünftig im gynäkologischen, urologischen und gastrointestinalen Be-
reich liegen (Senge und Brandt 2011).
Um das pharmakokinetische Profil sowie die photodynamische Wirkung nachhaltig zu
verbessern, wurden bisher zahlreiche neuartige mTHPC-Formulierungen hergestellt. Be-
sonders vielversprechend gilt hierbei die Anreicherung des Farbstoffs in Liposomen (Kunt-
sche et al. 2010, Dragicevic-Curic et al. 2010, Chen et al. 2011, van Hoogevest et al. 2011).
Diese werden beispielsweise unter den Handelsnamen Fospeg R© und Foslipos R© geführt.
Die neuartigen liposomalen Formulierungen führen nachweislich zu einer signifikant ver-
besserten Bioverfügbarkeit, Verteilung und Tumorselektivität (Buchholz et al. 2005).
Zudem ist durch die Anreicherung in den Liposomen auch eine effiziente topische An-
wendung des PS ermöglicht worden (Dragicevic-Curic et al. 2009).
Neben der zytotoxischen Wirkung konnte auch eine antibakterielle photodynamische
Effizienz von mTHPC nachgewiesen werden. Wie eine Studie von Kubin et al. zeigt,
kann beispielsweise das Wachstum der grampositiven Bakterienspezies Staphylococcus
aureus durch Inkubation mit mTHPC und anschließender Bestrahlung mit Licht geeig-
neter Wellenlänge erheblich supprimiert werden (Kubin et al. 1999).
Eine Steigerung der photodynamischen antibakteriellen Wirkung auf S. aureus wurde
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durch Anreicherung des Farbstoffs in kationischen Liposomen erreicht. Im Vergleich zu
ungebundenen mTHPC war mit der liposomalen Variante eine signifikant höhere Re-
duktion der Bakterienspezies nachweisbar (Bombelli et al. 2008).
Eine besonders effiziente photodynamische Wirkung auf die grampositiven oralen Bak-
terienspezies Streptococcus mutans und Streptococcus sobrinus konnte mit dem lipo-
somalen mTHPC Derivat Foslipos erzielt werden (Lüthi et al. 2009). Die Wirkung der
aPDT mittels mTHPC auf E. faecalis wurde bisher noch nicht untersucht.
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3 Ziele der Arbeit
Im Rahmen der endodontischen Behandlung gilt die grampositive Bakterienspezies En-
teroccocus faecalis als schwer supprimierbar. Neue antiseptische Methoden wie die anti-
mikrobielle Photodynamische Therapie können dazu beitragen, die Desinfektion des Ka-
nalsystems zu verbessern. Wie die aktuelle Literatur zeigt, besteht allerdings hinsichtlich
der photodynamischen endodontischen Eradikation dieser Bakterienspezies noch Opti-
mierungsbedarf. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit soll geklärt werden, ob Enterococ-
cus faecalis mit der liposomalen mTHPC-Formulierung Foslipos photodynamisch effizi-
ent supprimiert werden kann. Folgende Zielstellungen wurden formuliert:
(1) Ermittlung der antimikrobiellen Wirkung der liposomalen Photosensitizer-Formu-
lierung Foslipos nach Applikation von rotem Laserlicht (652 nm)
(2) Bestimmung der wirkungsvollsten mTHPC-Konzentration sowie der Lichtenergie-
dichte des Laserlichts
(3) Bestimmung der Dunkeltoxizität des Photosensitizers
(4) Ermittlung des thermischen Einflusses der Laserstrahlung auf die Wachstumsrate
der Bakterien
(5) Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der Integrität der bakteriellen Zellwand
nach der photodynamischen Behandlung
12
4 Photodynamic suppression of Enterococcus faecalis using
the photosensitizer mTHPC, Kranz S, Guellmar A, Völpel A,
Gitter B, Albrecht V, Sigusch B, Lasers in Surgery and
Medicine, 43, 241-248, 2011
Nachfolgend ist die Publikation mit dem Titel: „Photodynamic Suppression of Entero-
coccus faecalis Using the Photosensitizer mTHPC“ in der Originalfassung aufgeführt.
Das Dokument umfasst 8 Seiten, 5 Abbildungen und 63 Literaturstellen. Das Manuskript
wurde am 11.02.2011 von dem Journal „Lasers in Surgery and Medicine“ akzeptiert und
am 15.03.2011 in der Wiley Online Library publiziert. Der Abdruck erfolgte in der 3.
Auflage der 43. Ausgabe des Journals im März 2011 auf den Seiten 241 bis 248. Die DOI-
Kennnummer lautet: 10.1002/lsm.21046. Zum Zeitpunkt der Veröffentlichung wurde die
Fachzeitschrift mit einem Impact-Faktor von 3,0 beziffert.
13
Lasers in Surgery and Medicine 43:241–248 (2011)
Photodynamic Suppression of Enterococcus faecalis
Using the Photosensitizer mTHPC
Stefan Kranz,1

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Background and Objectives: Enterococcus faecalis is
frequently found in persistent endodontic infections. In
this context, the antimicrobial photodynamic therapy
(aPDT) could become a modern alternative to existing
antibacterial treatment approaches. The aim of this study
was to investigate the effect of aPDTonE. faecalisusing the
photosensitizer (PS) 5,10,15,20-tetra(m-hydroxyphenyl)-
chlorin (mTHPC) enriched in liposomes.
Materials andMethods: Enterococcus faecaliswas culti-
vated in Schaedler submerged culture for 24 hours, then
isolated and adjusted in PBS to 108 cells/ml. The bacterial
suspension was pipetted into a black microtitration plate
and incubated for 15 minutes in the dark with mTHPC in
various concentrations (10, 30, and 50 mM). The photosen-
sitizedsuspensionsweresubjected to laser light (652 nm)at
a light ﬂuence of 100 J cm2 (test group A). In addition, the
suspension sensitized with 50 mMmTHPC was irradiated
with 25, 50, and 75 J cm2 (test group B). The following
controls were used: non-irradiated bacterial suspension in
the absence of mTHPC (C); irradiated bacterial suspension
in the absence of mTHPC (D); non-irradiated bacterial
suspension incubated with mTHPC (E). Dilution series
(100–106)weremadeofallgroupsandappliedonSchaedler
agar.Afteranerobic cultivation (4days), the colony-forming
units (CFU/ml) were determined.
Results: Enterococcus faecaliswas suppressed completely
after incubationwith50 mMmTHPCand illuminationwith
100 J cm2. Photodynamic treatment with 10 and 30 mM
mTHPC caused reduction in CFU by 5.8 and 6.7 log-units.
The application of an energy ﬂuence<100 J cm2 resulted
inadeclineofantibacterialefﬁciency. Irradiationofthenon-
photosensitized solution showed no suppressing impact.
Incubation of the PS without additional irradiation caused
a maximal reduction in CFU by 1.5 log-units.
Conclusion: The results show that aPDT using the PS
mTHPC incorporated in liposomes could be a newapproach
to adjuvant treatment of endodontic infections with
E. faecalis. Lasers Surg. Med. 43:241–248, 2011.
 2011 Wiley-Liss, Inc.
Key words: aPDT; carrier system; endodontic pathogen;
Foslipos; laser; liposome; persistent infection; photody-
namic therapy
INTRODUCTION
The antimicrobial photodynamic therapy (aPDT) is con-
sidered to be a promising innovative method for treating
infectionsofdentalhardandsoft tissues[1–5]. Inparticular,
the antimicrobial effect of this method is based on the cyto-
toxic potential of singlet oxygen and other free radicals
formedbyirradiationofaphotosensitizingagent,alsocalled
photosensitizer (PS), with light of an appropriate wave-
length. By using aPDT, our study group has demonstrated
so far that various periodontally pathogenic bacterial
species can be suppressed successfully, both in vitro and
invivo [6–8].Especially theresultsofarecentlypublished in
vivo study show that aPDT not only suppresses pathogenic
species but alsomarkedly improves the clinical parameters
of localized chronic periodontitis [9]. Because of themode of
action described, the method can lead to a sufﬁcient inhi-
bition of various species that showresistance to convention-
al therapeutic treatment procedures [10,11]. In particular,
endodontic infections with the Gram-positive bacterial
speciesEnterococcus faecalisare frequently seenasa thera-
peutical problem in dental cure [12,13]. This species, which
is often detected in refractory endodontic lesions, shows a
natural resistance to the common disinfectants Ca(OH)2,
EDTA as well as to iodine-containing tinctures [14–16].
While sodium hypochloride and chlorhexidine, the most
frequently studied and employed antimicrobial agents for
root canal disinfection, show reliable suppression of the
species in vitro, they sometimes fail to achieve sufﬁcient
eliminationinvivo[17–21].It isalsowellknownthatvarious
strains of E. faecalis possess an acquired antibiotic resist-
ance to metronidazole, clindamycin, and vancomycin
[22,23]. Regarding this, application of aPDT could be an
alternative therapeutic treatment method to successfully
suppress E. faecalis. Several study groups have already
tried to inhibit the species in infected root canals, although
withlimitedsuccesssofar[24–26].Presenteffortstodevelop
novel strategies are expected to contribute to a lasting
improvement in the antibacterial efﬁciency of aPDT. In
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particular, researchers attempt, by bonding the photosen-
sitizing agent to special carrier systems, to improve trans-
portation and interaction with the bacterial cell [27–29].
One promising option describes the linking of the PS to
various amphiphilic derivatives. In a recently published
study, for example, it was proven that the antibacterial
efﬁciency of methylene blue and neutral red could be sig-
niﬁcantly increased by their enrichment in liposomes [30].
Furthermore, it was described that the charged liposomes
possibly have a destabilizing inﬂuence on the bacterial cell
membrane, which goes along with an enhanced cellular
uptake of PS [31]. Recently, Ferro et al. [32] also reported
a signiﬁcantly boosted antibacterial effect as well as an
increased endocellular enrichment of PS after incubation
of the bacteria with liposomally bound sensitizer.
In the present study, the commercially available hydro-
phobic photosensitizing compound 5,10,15,20-tetra(m-
hydroxyphenyl)chlorin (mTHPC) was used. This PS is con-
sidered to be one of themost potent photosensitizing agents
and is already in use for photodynamic treatment of non-
melatomatous skin tumors of the head and neck [33,34].
Recently, it was also shown that Staphylococcus aureus
can be suppressed sufﬁciently by means of aPDT using
mTHPC [35]. The objective of the present in vitro study
was to investigate the efﬁcacy of aPDT using mTHPC
enriched in liposomes with regard to the endodontopatho-
genic species E. faecalis.
MATERIALS ANDMETHODS
Bacterial Species
In the present in vitro study, we investigated the effect of
aPDT on the facultatively anerobic, Gram-positive bacte-
rium E. faecalis (DSMZ 20376). Cell reproduction was
effected in 10 ml of Schaedler culture medium (Oxoid Ltd,
Hampshire, UK) under standard anerobic conditions
for 24 hours. The bacteria were pelleted (4,000 rpm,
8 minutes) andwashed twicewithPBS.Thebacterial pellet
was then resuspended with PBS and the optical density
(OD546 nm) set to a level of 0.3 (about 10
8 cells/ml).
Photosensitizer
For the photodynamic suppression of E. faecalis the lip-
osomal mTHPC formulation Foslipos (Biolitec AG, Jena,
Germany)wasused.This isacolloidal solutionofuncharged
liposomeswhere the lipophilicPSmTHPCisenriched in the
double membrane layer. The liposomes used consisted of
18 mg/ml dipalmitoyl-phosphatidylcholine and 2 mg/ml
dipalmitoyl-phosphatidylglycerol. Stock solutions were
made to establish ﬁnal PS concentrations of 10, 30, and
50 mM in the bacterial suspension.
Light Application System
The mTHPC was activated by red laser light of wave-
length 652  4 nm. We used a GaAs diode laser (Ceralas
PDT, Biolitec AG) with a maximum output power of
2 W  10%. The light guide was a Medlight FD1 ﬂexible
optical ﬁber with a frontal stray light distributor (Medlight
SA Ecublens, Switzerland). The core diameter of the ﬁber
was 600 mm,with a light transmission of>80%andadiver-
gence angle of 34.78. Photodynamic treatment of the sensi-
tizedbacterial suspensionwas carried out in ablack96-well
microtitrationplate.For irradiation, theplatewasplacedon
a PC-controlled laser scanning stage (Maerzhaeuser, Wet-
zlar, Germany) with a distance of 10 mm between the ﬁber
aperture and the plate bottom. This permitted complete
illumination of the respective well. Light application was
done with a constant laser output of 1 W. The various light
energydensitiesof25,50,75,and100 J cm2wereachieved
by differing irradiation times.
Thermometry
Duringlightapplication(0–100 J cm2),thetemperature
variation in thebacterial suspension,bothwithandwithout
PS (50 mM), was recorded. Measurement was made by
means of a k-type thermocouple and the PICO TC08 data
logger (PICOTechnologyLtd,Cambridge,UK).Fordisplay-
ingtherecordeddataweusedthePicoLogSoftwareDevelop-
mentKit (PICOTechnologyLtd).Afterﬁverepetitionsofthe
experiment, a statistical analysis of the mean values was
performed.
Antibacterial Photodynamic Therapy (aPDT)
The investigation was conducted in ﬁve groups (A–E,
Table 1). In test group (A), we tested the photodynamic
antibacterial effect of different PS concentrations (10, 30,
and 50 mM). For this purpose, the bacterial suspensionwas
incubated for 15 minutes with the test concentration and
subsequently irradiatedwith 100 J cm2. In test group (B),
theinﬂuenceofdifferentenergydensitiesontheefﬁciencyof
aPDT was determined. For this purpose, the bacterial sus-
pension was subjected to dark incubation for 15 minutes
with50 mMmTHPCeachandsubsequently irradiatedwith
25, 50, and 75 J cm2, respectively.
Control groups were the untreated bacterial suspension
(C), the bacterial suspension irradiated with laser light
alone (100 J cm2) (D), and the non-irradiated bacterial
suspension incubated with 10, 30, and 50 mM PS for
15 minutes (dark toxicity) (E).
Tensampleswereinvestigatedpergroup.Theexperiment
was performed in black 96-well microtitration plates, in
which 190 ml of bacterial suspension was mixed with
10 mlPSstocksolutionoftherespectiveconcentration.After
the experiment, dilution series (101–106) from all test
batches were made using PBS, and 100 ml of each dilution
was applied to sterile Schaedler agar (Oxoid Ltd). After
cultivation for 4 days under standard anerobic conditions,
the number of colony-forming units (CFU/ml) was
determined.
Fluorescence Microscopy
AfteraPDTusingliposomalmTHPC,thefunctionalinteg-
rity of the bacterial cell membrane was examined by
ﬂuorescence microscopy. To distinguish between bacteria
with damaged and undamaged cell membrane, the Live/
Dead1 BacLightTM vitality assay (Invitrogen, Karlsruhe,
Germany) was used.
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Five samples of each of the groups A, C, D, and E were
collected in separate Eppendorf tubes and the cells pelleted
by centrifugation (4,000 rpm, 8 minutes). The bacterial
pellet was resuspended in PBS (100 ml). The suspension
was then treated with the BacLight vitality test according
to the manufacturer’s instructions. After incubation of
15 minutes, thesampleswereexaminedwithaﬂuorescence
microscope (Labophot-2, Nikon, Japan) using a Fluor 100/
1,30Oil Ph 4DL objective (Nikon, Kanagawa, Japan) and a
digital camera (Digital Sight-DS 2 Mv; Nikon).
Statistical Analysis
Theresultsof thecell countofE. faecaliswerestatistically
analyzedwiththePCprogramSPSS17.0.Signiﬁcantdiffer-
ences between the groups were ascertained with the non-
parametric Mann–Whitney U-test. The signiﬁcance level
was P < 0.05.
RESULTS
Antibacterial Photodynamic Therapy (aPDT)
In the present in vitro study, the effect of aPDT on the
Gram-positive bacterial species E. faecalis was investi-
gated. In particular, we determined the antibacterial efﬁ-
ciencyofanovelliposomalmTHPCformulationasafunction
of the PS concentration used and the light energy density
supplied. As the results showE. faecalis can be suppressed
completely (P < 0.05) by means of aPDT after incubation
with 50 mM mTHPC (15 minutes) and irradiation with a
light ﬂuence of 100 J cm2 (Fig. 1). However, a reduction in
PS concentration as well as energy density signiﬁcantly
reduces the antibacterial effect of the treatment (Figs. 1
and 2). In particular, incubation with 10 and 30 mM
mTHPC, each following irradiation with an energy density
of 100 J cm2 still causes a signiﬁcant inhibition by 5.8 and
6.7 log-units (Fig. 1). As alreadymentioned, the application
of energy ﬂuence rates lower 100 J cm2 also result in a
decrease of the antibacterial effect. Nevertheless, incu-
bationwith 50 mMmTHPC following irradiation with light
ﬂuence rates of 50 and 75 J cm2 still reduces bacterial
growth by 6.3 and 7 log-units, respectively (P < 0.05).
Theapplicationofonly25 J cm2still leads toasuppression
of E. faecalis by 6 log-units (Fig. 2).
To exclude a direct inﬂuence of the laser light on the
vitality of the bacteria, cell growth was determined after
irradiation of non-sensitized cells with 100 J cm2. As
the results show laser irradiation alone compared to the
untreated control group has no signiﬁcant inﬂuence
(P > 0.05) on the bacterial growth rate (Fig. 3). In addition,
the toxicity of the liposomal mTHPC formulation was
checked after an exposure time of 15 minutes. Dark
incubation of the bacteria with increasing mTHPC concen-
trations (10–50 mM)causedaminor suppression (P < 0.05)
by 1.4–1.5 log-steps (Fig. 3).
Thermometry
Because of the energy transmission during light appli-
cation, the temperature of bacterial suspension increased.
Afteradeliveryof100 J cm2, thetemperatureincreasedby
approx. 68C. No caloric difference was found, though
between thesuspensionswithoutandwithPS (Fig. 4).How-
ever, determining the cell counts (Fig. 3) after irradiation
proved that the induced thermal heat has no growth-inhib-
iting inﬂuence on E. faecalis.
Fluorescence Microscopy
Theuse of theBacLight vitality test permittedus tomake
a qualitative distinction between functionally intact bac-
teria and such with impaired cell membrane. Figure 5a
shows the ﬂuorescence of the untreated bacterial suspen-
sion. The majority of the bacterial cells exhibit green ﬂuor-
escence, which indicates that the barrier function of the cell
membrane is intact. After irradiation of the non-photosen-
sitized bacterial solution with 100 J cm2, as well as after
incubation of the micro-organisms with liposomal mTHPC
(15 minutes) without subsequent irradiation, the func-
tional integrity of themembranes of themajority of all cells
was also found intact (Fig. 5b,c1–c3). In contrast to this,
aPDT treatment, irrespective of the PS concentration
used, markedly damaged the bacteria in the test batch
(Fig. 5d1–d3). Application of aPDT abolishes the barrier
TABLE 1. Overview of the Experimental Group Setup
Group Modality
A Bacterial solutionþmTHPC
10mM
20mM
30mM
8<
:
9=
;þ light 100 J cm
2
B Bacterial solutionþmTHPC50mMþ light
25 J cm2
50 J cm2
75 J cm2
8<
:
C Bacterial solution
D Bacterial solution þ light 100 J cm2
E Bacterial solutionþmTHPC
10mM
30mM
50mM
8<
:
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function of the cell membrane to propidium iodide, which is
indicated by red ﬂuorescence of the cells.
DISCUSSION
Enterococcus faecalis is a particularly resistant endodon-
topathogenic bacterial species.Treatmentwith convention-
al disinfectants leads only to a partial reduction of this
species [20,36]. Various other treatment strategies also fail
to achieve complete suppression [37–39]. As the results of
the present study show E. faecalis can be completely sup-
pressedwiththeliposomalmTHPCsensitizer(Foslipos)and
appropriate laser energy. This PS is a novel suspension of
liposomes in which the hydrophobic PS mTHPC has been
enriched.TocompletelysuppressE.faecaliswiththisphoto-
dynamically activable formulation, an mTHPC concen-
tration of 50 mM and the application of 652 nm laser light
with a ﬂuence rate of 100 J cm2 are required. The anti-
bacterial effect of aPDTusingmTHPChasbeenobservedby
other study teamsaswell. Recently,Lu¨thi et al. [40] showed
that Foslipos can be successfully used to suppress the car-
iogenic species Streptococcus mutans and Streptococcus
sobrinus. Engelhardt et al. [35] studied the photodynamic
efﬁcacy ofFospeg, a similar liposomalmTHPC formulation,
against Staphylococcus aureus. In their experiments,
though the application of red halogen light (75 mW cm2,
30 minutes) reduced this species by 4–5 log-units only.
Fig. 1. Reduction in colony-forming units (CFU) after anti-
bacterial photodynamic treatment with 10, 30, and 50 mM
mTHPC incubated for 15 minutes (logarithmic plot). Illumi-
nation was performed with a light ﬂuence of 100 J cm2 each.
The data represent the mean of 10 independent experi-
ments  SD. Values not sharing a common superscript letter
are signiﬁcantly different (P < 0.05).
Fig. 2. Reduction in colony-forming units (CFU) after anti-
bacterial photodynamic treatment with 50 mM mTHPC incu-
bated for 15 minutes (logarithmic plot). Illumination was
performed with 25, 50, and 75 J cm2. The data represent
the mean of 10 independent experiments  SD. Values not
sharing a common superscript letter are signiﬁcantly differ-
ent (P < 0.05).
Fig. 3. Inﬂuence of laser light (100 J cm2) on bacterial cell
growth and dark toxic effect of 10, 30 and 50 mM mTHPC
after incubation for 15 minutes (logarithmic plot). The data
represent the mean of 10 independent experiments  SD.
Values not sharing a common superscript letter are signiﬁ-
cantly different (P < 0.05).
Fig. 4. Rise of temperature during illumination (0–100 J cm2)
of the bacterial solution without photosensitizer, and sensi-
tized with 50 mMmTHPC for 15 minutes. The data represent
the mean of ﬁve independent experiments.
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Bombelli et al. [41] also usedmTHPCenriched in liposomes
to suppress Staphylococcus aureus photodynamically.
To additionally enhance interaction with the negatively
charged cellwall, theyused liposomeswithapositive super-
ﬁcial charge.Subsequent irradiationwithmixed light (350–
700 nm, 30 minutes) also led to signiﬁcant bacterial
reduction [41].
As the results of the cited studies show long irradiation
times and high total energy doses were used to achieve
sufﬁcient suppression of the bacterial species [35,40,41].
Incontrasttothis,inthepresentstudyweachievedcomplete
suppression after an irradiation time of just 33 seconds and
a total energy density of only 100 J cm2. In contrast to the
above-mentioned studies, in the present study red laser
light at a wavelength of 652 nm rather than mixed light
wasused toactivatemTHPC. It is true that irradiationwith
mixed light completely covers the broad absorption spec-
trum of the PS used (284, 306, 415, 516, 543, 591, and
652 nm), but only light of a greater wavelength is capable
of penetrating well into biological material [33,42]. For this
reason, long-wave red light is predominantly recommended
especially for aPDT of oral plaque bacteria [43].
An absorption maximum similar to that of the mTHPC,
likewise in the red spectral region, is found for the pheno-
thiazine-containing dyemethylene blue. The aPDTeffect of
this sensitizer onE. faecalis has already been investigated.
However, as the results by George and Kishen [44] showed
this species can only be insufﬁciently suppressed using
methylene blue. Studies by Soukos et al. [45] on the photo-
dynamic disinfection of infected root canals conﬁrmed that
the effect of methylene blue on E. faecalis is insufﬁcient
unless extremelyhigh energy (222 J cm2) is applied.Com-
pared to the poor effect of methylene blue, the results of
the present study show that E. faecalis can be completely
suppressed with mTHPC and an energy density up to
100 J cm2.Alreadya lightﬂuenceofonly25 J cm2 causes
reduction of the bacteria sensitized with 50 mM mTHPC
by up to 6 log-units.
Alves et al. [46] investigated various porphyrins for their
photodynamicefﬁcacyagainstE.faecalis.Beingcompounds
akin to mTHPC, the porphyrins caused a maximum bac-
terial growth inhibition of>7 log-units. Complete suppres-
sion of E. faecalis as described in the present study has not
been achieved so far. It must be considered that though
aPDTofdental root canals is facingdifferent environmental
conditions compared to those of the experimental setup
described in the present study. Even if chemo-mechanical
debridement is performed to the highest technical stand-
ards, microbes can remain in inaccessible areas of the root
canalsystem.Thosemightexistthere inabioﬁlmmode.Asit
is known, microorganisms that are grown as a bioﬁlm are
protected to some extent from antimicrobial attacks [47].
Surprisingly, in vitro experimentshave shown thataPDT is
effective in eradicating planktonic and bioﬁlm cultures to
almost the same degree [48–50]. Nevertheless, in order to
ensure sufﬁcient antibacterial photodynamic disinfection,
it is suggested to use aPDT as adjuvant to conventional
endodontic treatment methods [51]. In the present study,
asufﬁcient interactionof thebacteriawithPSandauniform
irradiationwaslikelytooccur.Asthereisshown,lightcanbe
delivered easily to the endodontic system by special appli-
cation tips [24,26,52]. Still it is hard to say if the released
light is able to actually reach all sides of the endodontic
lesion. Especially the ﬂow of light through the dentin still
needs to be observed more precisely.
Up from a certain intensity threshold, light energy
may cause thermal cell damage [53]. In the present study,
wemeasuredamaximumtemperature increaseof68Cinthe
bacterial suspension due to delivery of laser light. From the
Fig. 5. The pictures show the ﬂuorescence images of the dif-
ferently treated bacterial cells subjected to the Live/Dead1
BacLightTM viability assay. Bacterial cells which appear
green possess an undamaged cell membrane, whereas
bacteria with red ﬂuorescence are characterized by a loss
of functional integrity. Pictures were taken by 100
magniﬁcation. a: Bacterial solution; b: bacterial solution þ
light (100 J cm2); c1: bacterial solution þ 10 mM mTHPC;
c2: bacterial solution þ 30 mM mTHPC; c3: bacterial
solution þ 50 mM mTHPC; d1: bacterial solution þ 10 mM
mTHPC þ light 100 J cm2; d2: bacterial solution þ 30 mM
mTHPC þ light 100 J cm2; d3: bacterial solution þ
50 mMmTHPC þ light 100 J cm2.
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dataobtained, it is obvious that irradiationwith100 J cm2
has no substantial inﬂuence on bacterial growth and that
the complete suppression of E. faecaliswas due to the PDT
action.Dickers et al. [54] studied the temperature variation
on the root surface during endodontic aPDT treatment.
The delivery of 106 J cm2 caused a temperature rise by
no more than 0.168C. Up to this energy level, endodontic
aPDT treatment using a diode laser is classiﬁed by the
authors as innocuous to the periodontium [54].
In the present study, we proved that the antibacterial
efﬁciency of the aPDT method varies with the PS concen-
tration used and the light energy applied. Reduction of the
PSconcentrationandadecrease inactivationenergy ledtoa
slightlydiminishedsuppressionofE. faecalis. Theresultsof
otherauthorsconﬁrmthattheantibacterialefﬁcacyofaPDT
is governed by the type ofPSused, its concentration and the
quantity of the light energy delivered [55]. Thismeans that
infutureclinicaluseoftheaPDTmethodinvestigatedinthis
study, laser light energy and PS concentration must be
optimally matched to achieve the best possible efﬁciency.
Because of the cytotoxicity of some PSs, incubation of the
microorganismswith the respective dyes decreases the bac-
terial count even without light activation [24,44]. In the
present study, we established that even dark incubation
of E. faecalis for 15 minutes with 50 mM mTHPC led to a
slight bacterial reduction by up to 1.5 log-units. However,
otherauthors foundthat intense incubationwithmethylene
blue (44 mM)and toluidine blueO (6 mM)causedabacterial
reduction by 6.3 or 6.8 log-units, respectively [55].
For endodontic application, the cytotoxic potential of the
PS to adjacent human cells is of great interest. In the case of
mTHPC, the potential dark toxic effect is examined for
several cell types. Depending on PS concentration, dark
incubation time, cell line and drug formulation, the dark
toxicityofmTHPCisratedtobelow[56–59].Furthermore, it
is shown that aPDT is a save procedure for normal adjacent
cells of the apical region. Studies byGeorge andKishen [60]
conﬁrm that the surrounding tissue is signiﬁcantly less
irrigated by photodynamic treatment than by conventional
antibacterial disinfectants. As suggested also by Xu et al.
[61], there is a safe therapeutic window in which aPDT can
inactivate endodontic pathogens without affecting host cell
viability.
In the present study, it has been shown that aPDT using
liposomal mTHPC causes damage to the bacterial cell wall.
As a result of the functional integrity of the cell membrane
thus reduced, ﬂuorescence microscopy proved the enrich-
ment of propidium iodide inside the cell. In vitro exper-
iments by Sahu et al. [62] documented that the loss of
bacterial membrane stability after aPDT results in a leak-
age of cytoplasmatic liquid. The strength of the effect
depended on the energy density used. As a result of the
volume loss after aPDT, the authors also observed an
increase in surface roughness, ﬂattening of the cells, and
a loss of connectionbetweencellmembraneand the cellwall
[62,63]. The results of the present study show that aPDT
with liposomalmTHPCleads toamassivedamageof thecell
wall correlating with low viable bacterial cell counts.
No destructive inﬂuence on the bacterial membrane was
observed after dark incubation of E. faecalis with PS and
irradiation (100 J cm2) without mTHPC application.
CONCLUSION
The results of the present study show thatE. faecalis can
becompletelysuppressedbymeansofaPDTusing liposome-
incorporated mTHPC. Therefore, incubation with 50 mM
liposomal mTHPC for 15 minutes and irradiation of
100 J cm2 was necessary (P < 0.05). The aPDT method
described could be used in future in the clinical disinfection
of infected root canals. In supplementary studies, we
are about to ﬁnd out whether the antibacterial effect of
the system employed also acts sufﬁciently on the bioﬁlm
established in the root canal system.
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5 Diskussion
Die grampositive Bakterienspezies Enterococcus faecalis gilt im Rahmen der endodon-
tischen Therapiemaßnahmen als besonders widerstandsfähig und lässt sich mit den her-
kömmlichen intrakanalären Desinfektionsmaßnahmen häufig nicht ausreichend suppri-
mieren. Wie verschiedene Studien bisher zeigen konnten, ist diese Spezies gegenüber den
bakteriziden Einflüssen von Natriumhypochlorid, Chlorhexidin und Kalziumhydroxid
relativ unempfindlich. Selbst nach intensiver antiseptischer Ultraschallspülung ist die
Bakterienspezies zum Teil noch in hoher Anzahl im Kanalsystem nachweisbar (Harrison
et al. 2010, Dornelles-Morgental et al. 2011, Mohammadi und Dummer 2011).
Wie die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen, ist eine vollständige photodynamische
Supression dieser Bakterienspezies mit der liposomalen mTHPC-Formulierung Foslipos
möglich. Hierfür war eine PS-Konzentration von 50 µM mTHPC und eine Lichtenergie
von 100 J/cm2 (652 nm) notwendig.
Auch die Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen diskutieren, dass mittels aPDT die Beein-
flussung von E. faecalis möglich ist. Jedoch weichen die verwendeten therapeutischen
Parameter häufig stark voneinander ab und sind für die jeweiligen Systeme sehr unter-
schiedlich. Nachfolgend sind einige repräsentative Studien aufgeführt, die einen Vergleich
mit den Ergebnissen der vorliegenden Studie zulassen.
Die photodynamische Behandlung von E. faecalis erfolgte bisher vorwiegend mit dem
Photosensitizer Methylenblau.
Foschi et al. erzielten im Wurzelkanal durch die Inkubation von E. faecalis mit 6,25
µg/ml Methylenblau und anschließender Bestrahlung der Mikroorganismen mit Lase-
licht (662 nm, 60 J/cm2) eine bakterielle Suppression von 77,5 % (Foschi et al. 2007). Im
Vergleich hierzu führte in der vorliegenden Studie die photodynamische Behandlung der
Spezies mit 50 µM mTHPC und einer Lichtenergiedichte von 50 J/cm2 zu einer deutlich
stärkeren bakteriellen Reduktion um 6,3 log-Schritte (99,9 %).
Soukos et al. wendeten den Farbstoff Methylenblau in einer Konzentration von 25 µg/ml
an und erzielten nach endodontischer Lichtapplikation (665 nm, 30 J/cm2) eine Abnah-
me der bakteriellen Wachstumsrate um 53 % (Soukos et al. 2006). In der vorliegenden
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Studie hingegen wurde durch die Inkubation mit 50 µM liposomalem mTHPC und La-
serbestrahlung mit 25 J/cm2 eine bakterielle Reduktion von 6,0 log-Schritten (99,9 %)
erreicht.
In einer weiteren Studie von George et al. kamen 100 µM Metylenblau als Photosen-
sibilisator zur Anwendung, das anschließend mit Laserlicht (664 nm, 63,69 J/cm2) be-
strahlt wurde. Die photodynamische Behandlung hatte eine Suppression von ca. 1,5
log-Schritten zur Folge (George und Kishen 2008). Wie die Ergebnisse der vorliegenden
Studie jedoch zeigen, kann E. faecalis mit 50 µM mTHPC und einer Lichtenergiedichte
von 75 J/cm2 sogar um ca. 7 log-Schritte supprimiert werden.
Kürzlich untersuchten Schlafer et al. die photodynamische antibakterielle Wirkung von
100 µg/ml Toluidinblau auf E. faecalis. Dabei handelt es sich wie bei Methylenblau um
ein Phenothiazin. Nach der Bestrahlung der Suspension mit rotem LED-Licht (628nm, 1
J/s, 30 s) konnte eine Abnahme der KBE/ml um ca. 3 log-Schritte nachgewiesen werden
(Schlafer et al. 2010). Hingegen führte in der vorliegenden Studie die Lichtbestrahlung
der mit 50 µM mTHPC versetzten bakteriellen Suspension für 33 s (1 W) bereits zu
einer vollständigen Suppression von E. faecalis.
Maisch et a.l. untersuchten die photodynamische antibakterielle Wirkung von verschie-
denen Haematoporphyrinderivaten auf E. faecalis. Bei Haematoporphyrin handelt es
sich um einen photosensiblen Farbstoff, der mit mTHPC (Chlorin) strukturell verwandt
ist. Die Inkubation mit 500 µg/ml eines dieser Derivate und die anschließende Bestrah-
lung mit blauem LED-Licht (19,3 J/cm2) hatte eine bakterielle Abnahme von ca. 6
log-Schritten zur Folge (Maisch et al. 2009). Im Vergleich hierzu, führte die photody-
namische Behandlung mit 50 µM mTHPC und 25 J/cm2 ebenfalls zu einer bakteriellen
Suppression von 6 log-Schritten.
Wie die Ergebnisse der oben beschriebenen Studien jedoch zeigen, konnte keine der ge-
nannten Arbeitsgruppen eine vollständige photodynamische Suppression von E. faecalis
erreichen.
Um die Wirkung der aPDT-Behandlung im Allgemeinen nachhaltig zu steigern, wird
gegenwärtig versucht, die Photosensibilisatoren an ein geeignetes Trägermedium (Car-
rier) zu binden, um die Wechselwirkung der Farbstoffmoleküle mit der Bakterienzelle zu
erhöhen.
Wie Shrestha et al. kürzlich feststellten, kann beispielsweise durch Kopplung an ka-
tionisches Chitosan, einem aus Chitin gewonnenen Polysacharid, die photodynamische
antimikrobielle Wirkung des PS Rose Bengal signifikant verbessert werden. Die Untersu-
chungen der Arbeitsgruppe zeigten weiterhin, dass Chitosan dabei eine permeabilisieren-
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de Wirkung auf die Zellwand hat. Dadurch nimmt die Diffusion an Farbstoffmolekülen
in das Zellinnere zu, wodurch der photodynamische Effekt verstärkt wird (Shrestha und
Kishen 2012).
Eine permeabilisierende Wirkung der in der vorliegenden Studie als Trägermedium für
mTHPC verwendeten neutralen Liposome wurde bisher nicht beschrieben. Jedoch kann
wie bereits von Tsai et al. postuliert, davon ausgegangen werden, dass sich die Wasser-
löslichkeit des hydrophoben Farbstoffs durch die Anbindung verbessert hat. Die Arbeits-
gruppe vermutete weiterhin, dass durch die Kopplung an Liposome das „self-quenching“
der Farbstoffmoleküle ebenfalls abnimmt und somit eine Effizienzsteigerung der Metho-
de bewirkt (Tsai et al. 2009).
Im Allgemeinen wird durch die Kombination von PS und Nanopartikeln der Transport
der Farbstoffmoleküle in die Mikroorganismen verbessert. (Perni et al. 2011).
Als besonders vielversprechend gilt gegenwärtig die Kopplung der Photosensibilisatoren
an biokompatible und biodegradierbare Systeme wie z.B. Liposomen und Polymerisate
aus Milch- und Glycolsäure. Gegenüber den frei in der Lösung befindlichen PS-Molekülen
weisen die an Trägersubstanzen gebundenen Farbstoffe bestimmte Vorteile auf, die zum
Teil auch für die Ergebnisse der vorliegenden Studie zutreffen.
Wie von Pagonis et al. und Perni et al. beschrieben, ist aufgrund der Oberflächenladung
der Partikel eine selektive Anbindung der Komplexe an die bakterielle Zellwand mög-
lich. Dadurch nimmt die Interaktion der PS-Moleküle mit der Zielzelle zu. Zudem erhöht
sich durch die Anbindung an ein geeignetes Trägermedium ebenfalls die intrazelluläre
Verweildauer des PS. (Pagonis et al. 2010, Perni et al. 2011)
Von einer gesteigerten Interaktion der mTHPC-Moleküle mit der bakteriellen Zellwand
kann auch in der vorliegenden Studie ausgegangen werden. Jedoch ist aufgrund des neu-
tralen Charakters der Liposome eine selektive Anbindung der Farbstoffmoleküle relativ
unwahrscheinlich.
Wie bei Tsai et al. bereits beschrieben, machen Pagonis et al. und Perni et al. eben-
falls eine verbesserte Wasserlöslichkeit der gebundenen PS für die Effizienzsteigerung
verantwortlich. Die Autoren schlussfolgern weiterhin, dass durch die Verbindung von
hydrophoben PS und liposomalen Trägerstoffen die Agglomeration der Farbstoffmolekü-
le in wässriger Umgebung signifikant abnimmt. Dadurch steigt die Menge an verfügbaren
PS in einem System an und erhöht so die Ausbeute an reaktiven Sauerstoffspezies. (Tsai
et al. 2009, Pagonis et al. 2010, Perni et al. 2011).
Die Zellwand der meisten Bakterienspezies weist aufgrund der hohen Anzahl an Lipo-
teichonsäuren und Lipopolysacchariden eine negative Oberflächenladung auf. Um die
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Interaktion von ungeladenen bzw. anionischen PS mit der Bakterienzelle weiter zu stei-
gern, werden diese häufig an ein Trägersystem mit positiver Gesamtladung gebunden.
In der vorliegenden Studie wurden jedoch Liposome mit einer neutralen Oberflächen-
ladung verwendet. Möglicherweise kann durch die Anbindung von mTHPC an positiv
geladene Liposome die antimikrobielle photodynamische Wirkung noch weiter gesteigert
werden.
Ferro et al. untersuchten die photodynamische Wirkung von Haematoporphyrin gekop-
pelt an liposomale Strukturen mit unterschiedlicher Oberflächenladung auf Methicillin-
resistente Staphylococcus aureus Stämme (MRSA). Neben der Effizienz von ungebun-
denem PS wurde auch die Wirkung nach Kopplung an das monokationische Lipid N-
[1-(2,3-dioleoyloxy)propyl]-N, N, N-trimethylammonium-methylsulfat (DOTAP) sowie
an die neutralen Fettsäurederivate DL-α-dipalmitoyl-phosphatidyl-cholin (DPPC) und
L-α-di- miristoyl-phosphatidyl-cholin (DMPC) untersucht. Wie die Ergebnisse zeigen,
führte die Inkubation mit dem positiv geladenen DOTAP-Komplex zu der stärksten
intazellulären Anreicherung von PS (Ferro et al. 2006).
In der vorliegenden Studie erfolgte die Photosensibilisierung von E. faecalis mit mT-
HPC, welches in neutral geladenen Liposomen bestehend aus 18 mg/ml Dipalmitoyl-
phosphatidylcholin and 2 mg/ml Dipalmitoyl-phosphatidylglycerol angereichert wurde.
Wie Untersuchungen von Lüthi et al. demonstrieren, können die grampositiven oralpa-
thogenen Bakterienspezies S. mutans und S. sobrinus mit der identischen Formulierung
ebenfalls signifikant supprimiert werden. Für die vollständige Erradikation von S. sobri-
nus war eine mTHPC-Konzentration von 5 µg/ml und für S. mutans von lediglich 0,625
µg/ml notwendig (Lüthi et al. 2009). Im Gegensatz hierzu war in der vorliegenden Studie
für die vollständige Supprimierung von E. faecalis eine mTHPC Konzentration von 50
µM notwendig. Ebenfalls erfolgte bei Lüthi et al. die Aktivierung des PS mit blauem
Licht (400-505 nm) und nicht wie in der vorliegenden Studie mit rotem Laserlicht (652
nm).
Engelhardt et al. beschrieben die photodynamische Effizienz von Fospeg auf S. au-
reus. Dabei handelt es sich um eine mit Foslipos vergleichbare liposomale mTHPC-
Formulierung. Die Applikation von rotem Halogenlicht (75 mW cm -2, 30 min) resultiert
jedoch lediglich in einer Reduktion der Spezies um 4-5 log Schritte (Engelhardt et al.
2010).
Um die antibakterielle Effizienz der photodynamischen Behandlung mit mTHPC nach-
haltig zu steigern, modifizierten Bombelli et al. liposomale DPPC-Carrier mit verschie-
denen kationischen I-Prolinol-Derivaten. Nach der Inkubation der Bakterien für 30 min
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mit den modifizierten Trägersystemen, die eine Gesamtkonzentration von 10 µM mT-
HPC enthielten, wurde die Suspension mit gefiltertem weißen Mischlicht bestrahlt. Die
Ergebnisse dieser Untersuchung zeigen, dass mit den kationischen Trägersystemen, im
Vergleich zu frei in der Lösung befindlichem mTHPC, eine signifikant höhere bakterielle
Reduktion erreicht werden kann (Bombelli et al. 2008).
Wie die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen, konnte mit der identischen mTHPC-
Konzentration eine photodynamische Suppression von E. faecalis um 5,8 log-Schritte
erzielt werden. Möglicherweise könnte eine Modifikation der Liposome mit dem von
Bombelli et al. vorgestellten I-Prolinol-Derivat die Suppression dieser Spezies signifikant
verbessern.
Einen anderen Ansatz verfolgte die Arbeitsgruppe um Yang et al., die mTHPC-haltige
Liposome mit dem amphiphilen Peptid WLBU2 modifizierten und dessen photodyna-
mische Wirkung ebenfalls auf S. aureus untersuchten (Yang et al. 2011). Bei WLBU2
handelt es sich um ein kationisches Peptid aus 24 Aminosäuren, das nachweislich eine
antibakterielle Wirkung auf Bakterien besitzt (Deslouches et al. 2005, Novak et al. 2007,
Skinner et al. 2010).
Die oben genannte Arbeitsgruppe verglich dabei die photodynamische Wirkung der mit
WLBU2 modifizierten Liposome mit der von Fospeg. Beide liposomalen Formulierun-
gen enthielten 1,25 µM mTHPC und wurden vor der Bestrahlung mit Laserlicht (652
nm, 100 Jcm-2) für 180 min mit den Bakterien in völliger Dunkelheit inkubiert. Wie die
Ergebnisse der Untersuchung zeigten, führte die photodynamische Behandlung mit den
WLBU2-Liposomen zu einer vollständigen Suppression von S. aureus, wobei mit Fospeg
lediglich eine Reduktion von 2.6 log-Schritten erzielt werden konnte (Yang et al. 2011).
Da es sich bei Fospeg um eine mit Foslipos vergleichbare liposomale Formulierung han-
delt, ist es wahrscheinlich, dass durch eine Modifikation der in der vorliegenden Studie
verwendeten Liposome mit WLBU2 ebenfalls eine suffiziente Steigerung der antimikro-
biellen Wirkung auf E. faecalis erreicht werden kann.
In einer aktuellen Studie der selben Arbeitsgruppe wurde die Anreicherung von mTHPC
in S. aureus untersucht. Als Träger für den Photosensibilisator kamen Liposome zur An-
wendung, deren Oberfläche mit einem kationischen Lektin modifiziert wurden waren.
Nach der Inkubation der Zellen mit der Formulierung konnte im Vergleich zur Kon-
trollgruppe, in der konventionelle Liposome verwendet wurden, eine signifikant höhere
intrazelluläre mTHPC-Konzentration nachgewiesen werden. Die anschließende Applika-
tion von Laserlicht führte zur vollständigen Supprimierung von S. aureus (Yang et al.
2012).
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Im Gegensatz zu den beschriebenen Ergebnissen führte in der vorliegenden Studie die
Behandlung mit neutral geladenen mTHPC-Liposomen bereits zu einer vollständigen
bakteriellen Suppression.
Wie die Ergebnisse der oben beschriebenen Arbeiten zeigen, wurden für die Supprimie-
rung der Bakterienspezies häufig lange Bestrahlungszeiten verwendet. Im Vergleich dazu
führte in der vorliegenden Studie die Bestrahlung der photosensibilisierten Bakterien für
lediglich 33 s mit rotem Laserlicht (652 nm) bei einer Ausgangsleistung des Diodenlasers
von 1 W bereits zur vollständigen Suppression.
Einige der bereits erwähnten Autoren nutzten für die Aktivierung von mTHPC Misch-
licht oder Licht im blauen Spektralbereich (Bombelli et al. 2008, Lüthi et al. 2009). Da
der PS eine besonders hohe Absorptionsbande bei 420 nm aufweist, ist eine Aktivierung
des Moleküls mit blauen Licht ebenfalls möglich. Weitere Absorptionsmaxima befinden
sich zudem bei 284, 306, 516, 543, 591 sowie bei 652 nm und ermöglichen daher eine
effiziente Anregung des PS auch mit polychromatischem Licht.
In der vorliegenden Studie wurde jedoch lediglich die Wirkung des PS nach Aktivierung
mit rotem Laserlicht der Wellenlänge 652 nm untersucht.
In der onkologischen photodynamischen Behandlung wird mTHPC ausschließlich mit
rotem Laserlicht der Wellenlänge 652 nm angeregt. Im Vergleich zu den kurzwelligeren
Spektren weist rotes Licht eine wesentlich höhere Gewebepenetration auf, wodurch auch
in tieferen Gewebeschichten ein ausreichender photodynamischer Effekt erzielt werden
kann.
Daher ist für eine effiziente Anregung von mTHPC im mit E. faecalis infizierten Wurzel-
kanalsystem ebenfalls eine Bestrahlung mit rotem Laserlicht denkbar, um eine suffizien-
te antimikrobielle Wirkung der Methode im Wurzelkanalsystem und dem angrenzenden
Dentin zu erzielen.
Um eine klinische Anwendung des PS im Rahmen der endodontischen Therapie zu er-
möglichen, ist eine ausreichende Eindringtiefe von Aktivierungslicht und Farbstoff in das
Dentin erforderlich. Im Allgemeinen werden für die Wurzelkanalbestrahlung endodonti-
sche Lichtapplikationoren verwendet, die eine vollständige Ausleuchtung des gesamten
Kanalsystems ermöglichen (Garcez et al. 2012).
In der vorliegenden Studie kam ein auf das System abgestimmter Lichtdiffusor zur An-
wendung, wodurch ebenfalls eine vollständige Bestrahlung der Wells erreicht werden
konnte.
Im Wurzelkanalsystem breitet sich das eingestrahlte Licht entlang der Dentintubuli aus,
die als Lichtleiter fungieren. Dabei scheint die Dentindichte keinen Einfluss auf die Licht-
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transmission zu haben (Odor et al. 1999, Turrioni et al. 2012).
Zusätzliche Stoffe, die die Lichtleitung beeinflussen können, wurden in der vorliegenden
Studie allerdings nicht in die bakterielle Suspension eingebracht.
Nagata et al. untersuchten die Penetration von Mischlicht (375-525 nm, 232 mW) in
humanem Dentin und stellten eine effektive Eindringtiefe von bis zu 2,5 mm fest. In der
gleichnamigen Studie wurde ebenfalls die tubuläre Penetration des PS Erytrosin ermit-
telt. Nach einer Inkubationszeit von 30 min konnte eine Eindringtiefe des Farbstoffs bis
zu 850 µm nachgewiesen werden (Nagata et al. 2012).
Da E. faecalis wahrscheinlich eine Penetration von bis zu 600 µm aufweisen kann, ist
eine wirkungsvolle photodynamische Suppression der Spezies in den Dentintubuli theo-
retisch möglich (Parmar et al. 2011). Jedoch ist die Farbstoffdiffusion im Dentin von
verschiedenen Faktoren wie der Molekülgröße und der Oberflächenladung abhängig.
Die Penetrationsweite von Foslipos und Laserlicht (652 nm) in humanem Dentin wurde
in der vorliegenden Studie allerdings nicht untersucht.
Ab einer bestimmten Intensität kann Lichtenergie auch thermische Schäden an Zellen
verursachen (Hellingwerf et al. 1996). Durch die Zufuhr des Laserlichts wurde in der vor-
liegenden Studie ein maximaler Temperaturanstieg in der bakteriellen Suspension von
6 ◦C gemessen. Anhand der vorliegenden Daten konnte jedoch gezeigt werden, dass die
Bestrahlung mit 100 J/cm2 keinen signifikanten thermischen Einfluss auf die bakterielle
Wachstumsrate hatte.
Auch Nagayoshi et al. registrierten nach Bestrahlung der Kanalwand mit einem Dioden-
laser einen Anstieg der Temperatur. Während der Lichtapplikation (805 nm, 5 W) für
60 s stieg die Temperatur im Kanal bis auf 65 ◦C an. Die Arbeitsgruppe stellte jedoch
keine thermische Suppression von E. faecalis fest (Nagayoshi et al. 2011).
Nach der Applikation von Laserlicht (652 nm, 1 W) für 33 s wurde in der vorliegenden
Studie in der bakteriellen Suspension eine Maximaltemperatur von 31,6 ◦C gemessen.
Wie bereits erwähnt, führte der Energieeintrag zu keiner signifikanten Beeinflussung des
bakteriellen Wachstums.
Dickers et al. (2009) untersuchten im Rahmen einer endodontischen aPDT-Behandlung
den Temperaturverlauf auf der Wurzeloberfläche. Die intrakanaläre Bestrahlung mit ei-
ner Energiedichte von 106 J/cm2 verursachte auf der Wurzeloberfläche lediglich einen
Temperaturanstieg von 0,16 ◦C. Die Arbeitsgruppe schlussfolgerte aus den erhobenen
Daten, dass die endodontische photodynamische Behandlung keine thermische Schädi-
gung der parodontalen Hart-und Weichgewebe hervorruft (Dickers et al. 2009).
Da in der vorliegenden Studie für die vollständige Suppression von E. faecalis eine Licht-
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energie von 100 J/cm2 notwendig war, ist bei einer Anwendung des Verfahrens im Rah-
men der Wurzelkanaldesinfektion möglicherweise von einem ähnlichen Temperaturver-
lauf auf der Wurzeloberfläche auszugehen.
In der hier vorgelegten Studie konnte für die antibakterielle Effizienz der aPDT-Methode
eine Abhängigkeit von der verwendeten Photosensitizerkonzentration sowie der applizier-
ten Lichtenergie nachgewiesen werden. Eine Verringerung der PS-Konzentration (< 50
µM) und eine Reduktion der Aktivierungsenergie (< 100 J/cm2) führten zu einer un-
vollständigen Suppression von E. faecalis.
Auch Ergebnisse anderer Autoren bestätigten, dass die antibakterielle Wirkung der
aPDT von der Art des verwendeten PS, dessen Konzentration sowie von der Menge
an zugeführter Lichtenergie bestimmt wird (Maisch et al. 2009, Usacheva et al. 2001).
Für eine zukünftige klinische Anwendung des in der vorliegenden Arbeit untersuchten
aPDT-Verfahrens müssen die Laserlichtenergie und die PS-Konzentration optimal auf-
einander abgestimmt sein, um eine effiziente Wirksamkeit zu erzielen.
Aufgrund der Zytotoxizität mancher PS führt die Inkubation der Mikroorganismen mit
den jeweiligen Farbstoffen auch ohne Lichtaktivierung zu einer bakteriellen Suppression
(Foschi et al. 2007, George und Kishen 2008).
In der vorliegenden Studie konnte ebenfalls ein dunkeltoxischer Effekt von mTHPC nach-
gewiesen werden. Die Inkubation (15 min) der Bakterien mit 30 und 50 µM mTHPC
resultierte in einer Verringerung der Wachstumsrate zwischen 1,4 und 1,5 log-Schritten.
Andere Autoren stellten fest, dass die Inkubation mit Methylenblau (44 µM) und Toulu-
dinblau O (6 µM) dagegen bereits eine Bakterienreduktion von 6,3 bzw. 6,8 log-Schritten
induzieren kann (Usacheva et al. 2001). Jedoch wurden in der beschriebenen Studie we-
sentlich längere Inkubationszeiten als in der vorliegenden Untersuchung verwendet.
In der hier vorgelegten Studie wurde zudem der Einfluss der photodynamischen Behand-
lung auf die Integrität der Zellwand untersucht. Zur Anwendung kam der BacLightTM
Vitalitätstest, der eine fluoreszenzmikroskopische Unterscheidung zwischen vitalen und
geschädigten Zellen zulässt. Wie die Auswertung der Versuchsreihe zeigt, waren nach der
photodynamischen Behandlung mit mTHPC keine vitalen Bakterien in den Testansät-
zen mehr nachweisbar. Alle geschädigten Zellen erschienen in einer roten Fluoreszenz, die
durch Anlagerung des Fluoreszenzfarbstoffs Propidiumiodid an das bakterielle Genom
hervorgerufen wurde. Eine Diffusion des Farbstoffs in das Zellinnere ist allerdings nur
nach dem Verlust der funktionellen Integrität der Zellwand gegeben. Die Ergebnisse der
vorliegenden Untersuchung führen daher zu der Annahme, dass die photodynamische
Behandlung irreversible Schäden an der bakteriellen Zellwand hervorruft.
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Eine Abhängigkeit der Destruktion von der PS-Konzentration oder der zur Aktivierung
verwendeten Lichtenergie konnten jedoch nicht festgestellt werden. Die Ergebnisse der
hier dargestellten Untersuchung korrelieren zudem mit den ermittelten Werten der Zell-
zahlbestimmung (KBE/ml).
Neben dem Einfluss der aPDT auf die Integrität der Zellwand wurden in der vorliegen-
den Studie auch die Vitalität der Bakterien nach Dunkelinkubation mit 50 µM mTHPC
und nach alleiniger Bestrahlung mit Laserlicht (100 J/cm2) fluoreszenzmikroskopisch
untersucht. Die Ergebnisse zeigen, dass in allen Testansätzen überwiegend vitale grün
fluoreszierende Zellen nachweisbar waren. Eine quantitative Auswertung durch Messung
der Fluoreszenzhelligkeiten erfolgte allerdings nicht.
Ein Zusammenhang zwischen den Ergebnissen der Zellkulturtests und der fluoreszenzmi-
kroskopischen Untersuchung nach aPDT konnte auch von Collins et al. für P. aeruginosa
festgestellt werden. Die photodynamische Behandlung mit 225 µM eines Porphyrinde-
rivats zeigte in der Fluoreszenzdarstellung eine vollständige Biofilmdestruktion sowie
überwiegend rot fluoreszierende geschädigte Zellen. Die Auswertung der Zellkulturtests
nach aPDT ergaben eine bakterielle Reduktion von 4,1 log-Schritten. Zudem wurde in
der gleichnamigen Studie eine vollständige photodynamische Degradierung der bakte-
riellen Plasmiden-DNA festgestellt (Collins et al. 2010). Eine Schädigung des Genoms
von E. faecalis nach Anwendung der aPDT wurde bisher lediglich von George et al.
nachgewiesen (George und Kishen 2008).
Weitere Versuche von Wong et al. und Sahu et al. dokumentieren, dass der durch die
photodynamische Behandlung verursachte Verlust der Membranstabilität einen Austritt
von zytoplasmatischer Flüssigkeit zur Folge hat. Die Stärke des Effektes war dabei von
der verwendeten Energiedichte abhängig. Resultierend aus dem Volumenverlust konnte
nach der Therapie zudem eine Zunahme der Oberflächenrauheit, ein Abflachen der Zel-
len sowie ein Verlust der Verbindung zwischen Zellmembran und Zellwand beobachtet
werden (Wong et al. 2005, Sahu et al. 2009).
Eine Veränderung der Zellmorphologie nach der aPDT-Behandlung war in der vorlie-
genden Studie lichtmikroskopisch nicht nachweisbar.
Ebenfalls konnte bisher kein schädigender Einfluss von mTHPC auf das bakterielle Ge-
nom beobachtet werden. Jedoch kann aufgrund der hohen intrazellulären Anreicherung
des Farbstoffs auch von einer möglichen photodynamischen Destruktion der DNA aus-
gegangen werden (Yang et al. 2011).
Wie die dargestellten Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen, ist eine Schädigung der
Zellwand möglicherweise die Hauptursache für die Suppression von E. faecalis. Zudem
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konnte festgestellt werden, dass die antibakterielle Wirkung der photodynamischen Be-
handlung maßgeblich von der verwendeten mTHPC-Konzentration und der applizierten
Lichtenergie beeinflusst wird. Für eine klinische Anwendung der Methode sind jedoch
noch weitere Untersuchungen notwendig, die die antimikrobielle Wirkung von Foslipos
im infizierten Wurzelkanal verifizieren.
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6 Schlussfolgerungen
Wie die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen, kann E. faecalis mittels aPDT unter
Verwendung der liposomalen mTHPC-Formulierung vollständig supprimiert werden.
Die beschriebene Methode ist dazu geeignet, die antimikrobielle photodynamische Wir-
kung von liposomalen mTHPC zu untersuchen.
In den vorliegenden Versuchen wurde keine thermische Schädigung und lediglich eine
geringe Dunkeltoxizität des PS festgestellt. Die suppressive Wirkung kann deshalb der
photodynamischen Reaktion zugeschrieben werden.
Da die antiseptische Wirkung auf eine irreversible Schädigung der Zellwand zurück-
geführt werden kann, ist bei einer klinischen Anwendung auch nicht von einer Resisten-
zentwicklung auszugehen.
Die photodynamische Behandlung mit dem PS mTHPC stellt eine potentielle antisep-
tische Methode dar, um E. faecalis effizient zu supprimieren.
Die Versuchsdurchführung erfolgte anhand eines eukaryotischen Modells. Bisher lässt
sich keine Aussage über die mögliche Wirkung der Methode auf einen endodontischen
Biofilm ableiten.
Weiterführende Untersuchungen sind notwendig, um eine Optimierung der Parameter
für eine zukünftige In-vivo-Anwendung im Rahmen der endodontischen Desinfektion
festzulegen.
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